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苏 云 金 芽孢 杆菌 Bacillus thuringiensis 杀 虫 作用 的 主要 成 份 是 胞 内 产生 的 伴 孢 晶体 ， 唱 
体 香 白 经 昆虫 吞食 ， 在 肠 道 降解 为 激活 的 毒性 肽 。 普 遍 认 为 毒性 肽 的 作用 机 制 主要 有 两 个 步 
R: 1) 与 中 肠 表面 的 受 体 专 一 结合 ; 2) 在 细胞 膜 上 形成 跨 膜 通道 。 杀 虫 晶 体 香 和 白 的 专 一 性 
与 中 肠 细 胞 膜 表 面 的 受 体重 白 紧 密 相 连 ， 晶 体 筷 白 的 杀 虫 作用 是 通过 昆虫 中 肠 细 胞 的 专 一 性 
受 体 而 起 作用 。 本 文通 过 说 明 受 体 和 蛋白 的 生物 学 特性 、 分 子 本 质 及 与 昆虫 抗 性 的 关系 ， 概 述 
了 近年 来 中 肠 受 体 和 蛋白 的 研究 进展 。 


1 昆虫 中 肠 受 体重 白 的 生物 学 特性 


1.1 受 体 蛋白 的 分 离 鉴定 

最 时 从 昆虫 的 CF1 细胞 系 中 鉴定 出 一 种 约 146 kD 结合 毒 蛋白 的 膜 表 面 糖 蛋白 14， 跟着 
发 现 晶 体重 白 的 专 一 性 是 由 于 中 肠 的 刷 状 缘 膜 小 泡 《brush border membrane vesicles» BBMV) 
存在 有 高 度 亲 和 结合 位 点 231， 用 145I 标记 Bt 毒 蛋白 的 结合 试验 表明 ， 从 烟草 从 蛾 Manduca 
sexta 中 肠 上 皮 细 胞 的 BBMYV 中 鉴定 到 结合 毒 重 和 白 的 受 体 蛋白 [41， 并 进一步 发 现 ， 唱 体 香 和 白 
的 毒性 与 受 体 蛋 白 和 晶体 蛋白 结合 的 能 力 呈 正 相 关 !5]， 膜 受 体 蛋 白 是 毒 蛋 白 专 一 性 的 决定 因 
= 





上 述 之 外 ， 已 有 多 种 幼虫 的 中 肠 受 体重 白 被 鉴定 。 通 过 亲 和 柱 层 析 ， 分 离 和 鉴定 到 
CrylAa (RA CrylA aD BARS Spodoptera litura 的 受 体重 白 为 160 kD. KE Bom- 
byx mori 受 体 蛋白 为 220 kD 和 150 KDJ51。 在 海 灰 翅 夜 蛾 Spodopiera littoralis 的 BBMV 中 ， 
CrylCa《〔〈 原 为 CryIC) 与 40 kD M65 kD 的 蛋白 结合 7。 在 枞 色 卷 峨 Choristoneura fumifer- 
ana 的 BBMV 中 ， 鉴 定 到 CrylAa. CrylAb (RÆ CryIA (bÐ 和 CrylAc GRA CryIA Cc») 
的 结合 蛋白 ,并且 每 种 毒素 的 结合 蛋白 都 至 少 有 两 个 中。Cryl1A〈 原 为 CyIVD) SALE 
IX Anopheles slephensi WACK AA 148 kD; WEKRE Tipula olerace 的 受 体重 白 为 78 kD? 
EHR Lymaniria dispar 的 BBMYV 中 ， 结 合 CrylAc hE 白 与 氨 肽 酶 表现 抗原 一 致 性 [101。 
经 6 种 毒 重 和 白 的 结合 试验 显示 ，CrylAc 能 与 氨 肽 酶 强烈 结合 ， 而 Cryl1Aa、Cryl1Ab、CrylCa、 
Cry2Aa CRA CrylIA) 和 Cry3Aa JURA Cry A) 只 有 弱 的 结合 作用 ， 说 明 氢 肽 酶 是 CrylAc 
的 主要 受 体 1 。 





x 国家 自然 科学 基金 《39680029) 和 广东 省 科学 基金 〈950039 和 963056) 资助 项 目 
1997-01-10 收 稿 ，1998-04-16 收 修改 稿 


“327， 


328 B&B E = R 42 眷 


1.2 受 体 蛋 白 的 结合 动力 学 

选用 对 CrylAc 具有 不 同 敏感 性 的 烟草 天 蛾 、 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens. FMR R 
Helicoverpa zea 和 抗 CrylAc 的 草地 夜 蛾 Spodopiera frugiperda 的 幼虫 ， 体 外 受 体 结合 试验 显 
示 ， 它 们 的 BBMYV 存在 有 与 CrylAc 发 生 饱 和 结合 的 结合 位 点 ， 并 具有 高 度 亲 和 性 ，!12I 标 记 
的 CrylAc 5 BBMV 杂交 结合 表明 ， 不 同 种 的 幼虫 BBMYV 中 ， 存 在 有 一 或 多 个 结合 蛋白 ， 大 
小 从 63 kD 到 155 kD 不 等 ， 其 中 烟草 天 蛾 为 128 kD， 烟 芽 夜 蛾 有 6 A. or RA 155 kD. 120 
kD. 103 kD、90 kD、81kD 和 63 kD, MENIHER I SE aR > I 81 kD 的 那 一 条 ， 抗 
CrylAc 的 草地 夜 蛾 也 有 一 条 148 kD 的 结合 蝇 白 [2]。 配 体 结合 试验 发 现 ， 在 从 烟 芽 夜 蛾 中 肠 
制备 的 膜 重 白 中 ，CrylAa 和 CrylAb 结合 到 170 kD 的 同一 和 蛋白， 而 CrylAc 结合 到 140 kD 和 
120 kD 蛋白 上 531， 再 选用 三 个 属 的 五 个 种 幼虫 ， 进 一 步 研究 显示 ， 在 每 个 种 的 BBMV P, 
CrylAa 和 CrylAb 总 是 结合 到 同一 个 受 体 重 白 ， 而 CrylAc 和 CrylCa 则 结合 到 与 CrylAa 和 
CrylAb 不 同 的 受 体 蛋 白 HL， 抗体 结合 试验 表明 ， 来 自 烟 芽 夜 蛾 和 H. zea 的 170 kD BAA 
免疫 相关 ，Oddou 等 认为 Cry1Ab 毒 蛋 白 分 子 上 具有 不 同 的 结合 决定 子 ， 并 与 受 体 蛋 白 的 专 一 
性 结合 位 点 发 生 作 用 。 

Martinez-Ramirez 等 研究 发 现 ， 不 同 的 毒 蛋白 CrylAa, CrylAb 和 Cryl Ac 都 可 识别 烟草 
天 蛾 的 210 kD 的 BBMV EA., 5 Oddou 的 研究 结果 相似 ， 并 且 发 现 CrylAa 和 CrylAc 会 与 
CrylAb 竞争 性 结合 210 kD BAM!. Masson 等 将 烟草 天 蛾 的 120 kD 的 BBMV 蛋白 ,用 磷脂 
酶 C (Phospholipase © 切除 其 糖 基 化 磷脂 酰 肌 醇 错 着 区 部 分 《glycosylphosphalidylinositol an- 
chor)， 成 为 115 kD 的 水 溶性 蛋白 ， 这 个 115 kD 蛋白 只 能 识别 CrylAa CrylAb 和 CrylAc， 
但 不 能 识别 Cry1Ca 《Cry1Ca 对 幼虫 表现 毒性 )， 并 且 发 现 这 水 溶性 香 白 上 ， 对 CrylAa 和 
CrylAb 只 有 单一 结合 位 点 ， 而 对 CrylAc 则 有 两 个 结合 位 点 -16. 。 

以 上 研究 结果 表明 ， 同 一 毒 蛋白 对 不 同 的 昆虫 ， 会 在 受 体 及 专 一 性 上 显示 差异 ， 而 同一 
昆虫 对 不 同 的 毒 蛋 白 ， 也 会 表现 出 受 体 结合 位 点 的 差异 ， 并 且 一 种 毒 蛋白 可 以 存在 多 个 BB- 
MV 结合 蛋白 ， 这 些 结果 表明 ， 毒 蛋白 - 受 体 蛋白 的 结合 并 不 是 简单 的 一 一 识别 关系 ， 还 表现 
出 多 样 性 和 复杂 性 。 


2 受 体 和 蛋白 的 分 子 本 质 


目前 ， 从 cDNA 文库 中 己 获 得 三 个 受 体重 白 的 编码 基因 克隆 ， 它 们 是 烟草 天 蛾 结合 
CrylAc 的 120 kD 受 体 蛋 白 基 因 [11， 烟 芽 夜 蛾 结合 CrylAc 的 120 kD 受 体 蛋白 基因 [181， 以 及 
烟草 天 蛾 结合 CrylAb 的 210 kD 受 体 和 蛋白 基因 [289]J。 烟 草 天 蛾 结合 Cryl Ab 的 210 kD 蛋白 的 等 
HA pI 值 约 $S.S， 对 蛋白 酶 表现 敏感 ， 分 子 中 富 含 酸性 氨基 酸 [20]。 对 于 这 些 中 肠 受 体 蛋 白 的 
分 子 本 质 ， 研 究 表明 烟草 天 蛾 和 烟 芽 夜 蛾 结合 CrylAc 的 120 kD A ABE RAK CAminopep- 
tidase N，APNJ》18204， 而 烟草 天 蛾 与 CrylAb 结合 的 210 kD EA NE T cadherin-like & 
白 "2%J。 通 过 直接 纯化 氯 肽 酶 ， 结 合 试验 显示 ， 毛 肽 酶 就 是 舞 毒 蛾 、 小 菜 蛾 plutella xylostella 
和 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni 与 CrylAc 结合 的 受 体 [10'12]。 

Knight 等 对 编码 基因 的 毛 基 酸 序 列 分 析 发 现 7]， 基 因 编 码 一 个 999 个 氨基 酸 残 基 的 较 大 
型 前 体 原 和 蛋白 《prepro-protein)， 编 码 蛋 白 的 两 个 前 体 序列 区 《pre-region 分 别 是 C-k) GPI 
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信号 序列 《glycosylphosphatidylinositol signal sequence，968-980 氨基 酸 残 基 )， 和 N- 端 的 信号 
肽 部 分 (1-15 氛 基 酸 残 基 )， 在 信号 肽 的 香 白 酶 切除 位 点 至 成 熟 重 白 的 N- 端 起 始 位 点 还 存在 
一 个 原 体 序列 区 《pro-region，16 一 3S ARRE) EARKI. RAFIR., ATF 
934 个 氨基 酸 残 基 的 蛋白 序列 ， 这 具 催 化 功能 的 分 子 质量 为 105 kD。 紧 邻 着 GPI 信号 序列 的 
一 个 33 个 氨基 酸 残 基 序 列 (935—967 氨基 酸 残 基 )， 富 含 丝 氨 酸 和 苏 氨 酸 ， 是 潜在 的 O- 糖 基 
化 位 点 ， 这 个 序列 区 段 形 成 一 个 O- 糖 基 化 柄 ， 有 利于 将 酶 激活 位 点 抬 出 细胞 表面 。 成 熟 蛋白 
中 还 存在 有 四 个 保守 的 N- 糖 基 化 位 点 ， 至 少 其 中 的 一 个 能 与 外 源 北 聚 素 《〈《Lectin) 结合 ， 这 
种 糖 基 化 作用 正 是 cDNA 克隆 序列 多 肽 链 推导 的 分 子 质量 〈10S kD) 与 实际 纯化 得 到 的 分 子 
质量 (120 kD) 有 差异 的 原因 。 

氨 肽 酶 作为 一 个 肽 链 端 解 酶 ， 本 身 并 没有 参与 130 kD 的 CrylAc 原 毒 素 降解 为 66 kD 激 
活 毒 蛋白 的 过 程 '231， 也 没有 参与 分 子 内 环 状 结构 的 切割 作用 [241， 和 毛 肽 酶 作为 受 体 也 许 只 
因为 在 上 皮 细 胞 的 端 膜 处 存在 丰富 的 数量 ， 而 不 是 因为 其 香 白 酶 功能 ， 但 不 排除 毒 重 白 与 受 
体 结合 后 ， 跟 着 与 和 毛 肽 酶 在 功能 上 相 联 系 的 其 它 膜 重 白 成 分 发 生 作 用 。 对 粉 纹 夜 蛾 的 研究 
显示 ， 毛 肽 酶 抑制 剂 的 存在 并 不 影响 CrylAc 造成 膜 通道 、 引 起 毒性 ， 也 就 是 说 ，CrylAc 的 
毒性 只 需要 毛 肽 酶 的 存在 而 不 需要 酶 活性 ， 并 且 ， 去 除 GPI 信和 号 序列 也 不 影响 氢 肽 酶 作为 受 
体 的 作用 [21。 

目前 为 止 ， 对 受 体 蛋 白 的 性 质 、 种 类 还 处 在 不 断 认识 的 过 程 ， 受 体 蛋 白 在 不 同 昆 忠 、 对 
不 同 毒 重 白 是 否 会 表现 出 多 样 性 ? 受 体 蛋白 在 毒 筷 白 的 作用 过 程 中 ， 还 担当 些 什 么 作用 ? 都 
有 每 进一步 探讨 。 


3 ”中 肠 受 体 和 蛋白 与 抗 性 


对 杀 虫 晶体 香 白 的 作用 机 制 研 究 表明 ， 中 肠 受 体 香 白 的 存在 、 数 目 和 亲 和 性 与 杀 虫 作用 
的 特异 性 、 毒 力 和 抗 性 呈 相 关 关 系 。 从 印度 谷 旺 Plodia inter punctella 抗 性 系 的 中 肠 分 离 到 的 
BBMV 受 体 蛋 白 ， 与 CrylAb 结合 的 亲 和 性 比 敏 感 系 下 降 了 50 倍 ， 同 时 还 发 现 ， 这 抗 性 系 对 
CrylCa 的 亲 和 性 却 比 敏感 系 提高 了 ， 并 证 实 原 因 是 Cry1Ca 的 结合 位 点 增加 了 [55]。 在 小 菜 蛾 
大 田 抗 性 研究 中 也 发 现 类 似 的 结果 ， 对 CrylAb 有 抗 性 的 小 菜 蛾 对 CrylAb 的 敏感 性 比 敏 感 系 
FRY 200 倍 以 上 ， 对 这 个 敏感 系 的 研究 表明 ， 这 是 由 于 毒 香 白 没 能 与 受 体 结合 ， 其 原因 可 
能 是 由 于 受 体 的 缺失 或 是 亲 和 性 极度 下 降 ; 同时 ， 抗 性 系 对 CrylBa 和 CrylCa 敏感 性 没有 变 
化 ， 这 表明 这 三 种 毒 蛋白 各 有 自己 的 受 体 ，CrylAb 的 抗 性 变化 ， 并 没有 影响 到 别 的 受 体 发 生 
变化 [26] 。 

在 小 菜 蛾 的 一 个 敏感 系 和 六 个 抗 性 系 中 ， 用 免疫 组 织 化 学 法 测定 表明 ， 幼 虫 的 刷 状 缘 腊 
都 能 与 Cryl1Aa、Cryl1Ab 和 CrylAc 结合 ， 而 其 中 一 个 抗 性 系 以 前 研究 表明 ，31 标记 的 毒 重 
白 与 受 体 结合 能 力 极度 下 降 ， 虽 然 组 织 化 学 测定 显示 能 发 生 结合 ， 生 物 测定 中 并 没有 能 引起 
毒性 ， 表 明 低 水 平 的 结合 虽 可 发 生 但 没有 毒 力 ， 这 提示 着 除了 毒 蛋 白 与 受 体 结合 因素 之 外 ， 
可 能 还 有 其 它 因 素 参 与 了 抗 性 作用 机 制 :1]。Masson 等 通过 表面 胞 质 共 振 (surface plasmon 
resonance) 发 现 小 菜 蛾 抗 性 系 和 敏感 系 的 受 体 结 合 动力 学 并 无 区 别 ， 虽 然 发 现 抗 性 系 中 受 体 
数目 下 降 了 约 3 倍 ， 但 对 于 解释 高 度 抗 性 的 产生 ， 受 体 结合 因素 还 不 足够 ， 这 与 Escriche 等 
研究 是 相 一 致 的 ?中 。Luke 用 同样 的 方法 研究 也 发 现 相似 的 结果 ， 敏 感 系 或 抗 性 系 的 小 菜 蛾 
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中 肠 刷 状 缘 膜 赛 泡 对 CrylAc 毒 蛋白 的 结合 并 无 明显 差异 。 

对 烟 芽 夜 蛾 的 抗 性 系 研 究 表明 ， 尽 管 e a 20~70 倍 的 抗 性 ， 然 而 
BBMV 对 CrylAb 和 CrylAc 的 结合 亲 和 性 仅 下 降 2 一 4 倍 ， 而 结合 位 点 数目 还 上 升 4 一 6 倍 ， 
这 表明 造成 20 一 70 倍 抗 性 的 原因 决 不 仅仅 是 受 体 蛋 白 2]。Lee 等 利用 烟 芽 夜 蛾 一 个 对 
CrylAc 抗 性 比 敏感 系 高 10 000 倍 的 抗 性 系 和 敏感 系 进行 比较 ， 敏 感 系 对 不 同 毒 重 白 的 敏感 
性 为 CrylAc>CrylAb>CrylAa， 并 且 绪 合 到 同一 个 受 体重 白 的 不 同位 点 ， 结 果 在 抗 性 系 中 
发 现 ，CrylAa CERES RAS AAA. M CrylAc 和 CrylAb 的 结合 亲 和 性 顺序 与 原来 相 
同 ， 结 合 位 点 浓度 也 没有 多 少 改变 ， 唯 一 的 区 别 就 是 丧失 了 CrylAa 的 结合 能 力 ， 这 表明 抗 性 
系 的 受 体 蛋白 发 生 了 改变 [30]。 

对 昆虫 抗 性 与 中 肠 受 体 香 白 作用 的 研究 说 明 ， 昆 虫 的 抗 性 与 受 体 蛋白 直接 相关 ， 受 体 数 

结合 位 点 和 亲 和 性 的 改变 ， 与 抗 性 形成 有 关 ， 但 是 研究 亦 发 现 ， 结 合 位 点 数目 和 亲 和 性 
完全 解释 所 形成 的 抗 性 ， 也 许 还 存在 其 它 的 因子 参与 昆虫 抗 性 作用 。 
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PROGRESS IN STUDIES ON INSECT MIDGUT MEMBRANE 
RECEPTOR FOR BACILLUS THURINGIENSIS 
0- ENDOTOXIN 


Nong Guang Pang Yi 
(State Key Laboratory for Biocontrol» Zhongshan University; Guangzhou 510275) 


Abstract Toxicity of Bacillus thuringiensis delta-endotoxin is interrelated to larval midgut membrane 
receptor and its binding affinity and numbers. Binding to a specific receptor is an important determinant 
with respect to differences in insecticidal spectrum of Bacillus thuringiensis delta-endotoxin. Membrane 
receptor has different binding sites which can interact specially with different binding determinants on the 
toxin molecules. Meanwhile: endotoxin might interact with more than one receptor in BBMV. The inter- 
action of toxin and membrane receptor shows both the complexity and diversity» but not only recognizing 
one by one simply. Insect resistance to Bt is also related to the midgut membrane receptor in binding sites, 
affinity and numbers. It was shown that midgut membrane receptors are brush border membrane vesicles 
on the membrane of midgut epithelial cells» they belong to aminopeptidase family or cadherin family. 


Aminopeptidase acts as receptor just on its presence, but not its enzymatic activity. 


Key words midgut receptor, Bacillus thuringiensis, aminopeptidase, cadherin 


